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Uvod

Stafi lokoke su ubikvitarni  mikroorganizmi, 
a čovek i životinje osnovni izvori, odakle oni, vrlo 
lako, dospevaju u meso i druge namirnice. Meso, 
može biti kontaminirano stafi lokokama koje mogu 
opstati, ali je njihov rast vrlo slabog intenziteta i 
ovakav vid prisutnosti koagulaza pozitivnih stafi -
lokoka retko može dovesti do alimentarnih intok-
sikacija. Jedan od problema koji stvaraju stafi loko-
ke jeste prisustvo meticilin rezistentnih sojeva. Ovi 
sojevi Staphylococcus aureus su dobro poznati kao 
vodeći uzroci trovanja hranom širom sveta. Njihov 
značaj, sa stanovišta bezbednosti hrane, proizila-
zi iz njihove sposobnosti da, u prehrambenim proi-
zvodima formiraju stafi lokokne enterotoksine (SE), 
koji se još nazivaju superantigenima i superantige-
nima koji su slični enterotoksinima (SEl), (Fetsch i 
dr., 2011). Problem predstavljaju uzorci šunke, gde 
je prisustvo patogena rezultat naknadne procesne 
kontaminacije, kao i fermentisane kobasice koje u 
proizvodnom ciklusu nemaju fazu termičke obrade 
(Bergdoll i dr., 2006).

Uzročnici intoksikacija uzrokovanih stafi loko-
knim enterotoksinima najčešće se mogu naći u sle-
dećim namirnicama: pekarski proizvodi punjeni kre-
mom i proizvodi od mesa, riba i proizvodi od ribe, 
sirovo mleko i proizvodi od mleka, salate, pite i sla-
doledi (Bennet i Monday, 2003).

Sirovo mleko, kao jedna od osnovnih namir-
nica, mora da bude zdravstveno bezbedno, jer u 
suprotnom ugrožava zdravlje ljudi. Sadržaj nutri-
tivnih sastojaka mleka, pH vrednost od 6,6 i tempe-
ratura vimena od 38°C predstavljaju idealne uslove 
za rast bakterija. Dominantnu mikrofl oru sirovog 
mleka koja potiče od zdravog vimena čine bakte-
rije koje pripadaju rodovima Micrococcus, Strep-
tococcus i Corynebacterium. Ukoliko dođe do po-
jave mastitisa, u relativno velikom broju mogu se 
naći Streptococcus agalactie, Staphylococcus au-
reus i koliformne bakterije. Poslednjih deset godi-
na, S. aureus je najčešće izolovani uzročnik sup-
kliničkog i kliničkog mastitisa muznih životinja, 
koji može, u akutnoj formi, da izazove teške, ma-
ligne, mastitise u vidu granulomatoznih i nekrotič-
nih promena (Vakanjac i dr., 2008). Proizvodi od 
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mleka, a naročito nepasterizovani sirevi predstav-
ljaju odličnu podlogu za rast S. aureus. Ovom pa-
togenom bakterijom sir može da se kontaminira to-
kom proizvodnog ciklusa, ili naknadno (Samaržija 
i dr., 2007).

Meso i proizvodi od mesa se, takođe, mogu 
kontaminirati bakterijom S. aureus. Izvor kontami-
nacije može biti sam čovek, životinja, ili okolina 
(Tasci i dr., 2011). Staphylococcus aureus se sma-
tra jednim od glavnih uzročnika oboljenja kod ljudi 
i životinja, kao što su invazivne infekcije, alimentar-
ne intoksikacije i kombinacije pomenutih oboljenja 
(Bergdoll i Lee Wong, 2006).

Kada su alimentarne intoksikacije u pitanju, 
utvrđeno je da nastaju od 30 min do 8 h nakon 
konzumiranja kontaminirane namirnice. U odnosu 
na ostale patogene bakterije, infektivan broj S. au-
reus, neophodan za nastanak bolesti, relativno je 
visok i iznosi 105 cfu/mL(g). Razlog tome je činje-
nica da uzročnik bolesti nije vegetativno telo bak-
terije, već enterotoksini koje ona stvara (Lindquist 
i dr., 2002). Veliki broj sojeva S. aureus produkuje 
ekstracelularne termostabilne stafi lokokne entero-
toksine, koji svoju biološku aktivnost zadržavaju i 
nakon termičke obrade (Fox i dr., 2000). Direktnu 
opasnost po ljudsko zdravlje predstavlja termo-
rezistentnost stafi lokoknih enterotoksina i otpor-
nost na većinu proteolitičkih enzima, kao što su 
tripsin i pepsin, što omogućava njihov prolazak, 
u netaknutoj formi, kroz digestivni trakt (Bennett, 
2001). Na osnovu epidemioloških studija, utvrđe-
no je da infektivna doza stafi lokoknih enterotoksi-
na za čoveka iznosi od <1 μg do 40 μg (Ikeada i 
dr., 2005).

Svi stafi lokokni enterotoksini su proteini rela-
tivno male molekulske mase, od 26,9 do 29,6 kDa. 
Stafi lokokni enterotoksini obuhvataju pet glavnih 
tipova enterotoksina: A, B, C, D i E (SEA – SEE) 
i odgovorni su za 95% svih stafi lokoknih trovanja 
(Bergdoll i Lee Wong, 2006). Do danas je identi-
fi kovano i opisano 20 vrsta stafi lokoknih entero-
toksina: SEA–SEE, SEG–SER i SEU (Jorgensen i 
dr., 2005; Hennekinne i dr., 2006). U zavisnosti od 
pH, SEC se svrstava u 3 podgrupe – SEC1, SEC2 
i SEC3 (Kérouanton i dr., 2007). Uslovi u kojima 
ćelija stvara enterotoksine (aw vrednost, tempera-
tura, pH, prisustvo ili odsustvo kiseonika) razliku-
ju se od uslova rasta vegetativne ćelije. S. aure-
us se uništava zagrevanjem hrane na 66°C tokom 
12 minuta, ali uništavanje njihovog toksina zahte-
va zagrevanje na 131°C tokom 30 minuta (Samar-
žija, 2007).

Regulative o mikrobiološkim kriterijumima 
za hranu, (EC) 2073/2005, (EC) 1441/2007, (EU) 
365/2010, Zakon o bezbednosti hrane (Sl. Glasnik 

RS, 41/2009) i Pravilnik o opštim i posebnim uslovi-
ma higijene hrane u bilo kojoj fazi proizvodnje, pre-
rade i prometa (Sl. glasnik RS 72/10) daju pregled 
odgovarajućih kriterijuma i pravila o bezbednosti 
hrane, uključujući koagulaza pozitivne stafi lokoke i 
stafi lokokne enterotoksine. Zbog objektivne proce-
ne potencijalnog mikrobiološkog rizika neophodna 
je adekvatna kontrola namirnica animalnog porekla 
na prisustvo S. aureus i stafi lokoknih enterotoksina, 
što ujedno predstavlja i cilj ovog rada.

Materijal i metode

Metodom za određivanje broja koagulaza po-
zitivnih stafi lokoka ispitano je ukupno 25 uzoraka, 
i to 15 uzoraka proizvoda od mleka (sirevi domaće 
prozvodnje, n = 5; jogurt, n = 5 i sladoled, n = 5) i 
10 uzoraka mesa. Na prisustvo stafi lokoknih entero-
toksina, ispitani su samo uzorci u kojima su utvrđe-
ne stafi lokoke.

Mikrobiološka ispitivanja

Koagulaza pozitivne stafi lokoke ispitane su 
metodom SRPS EN ISO 6888-1. Po 0,1 mL sus-
penzije odgovarajućeg decimalnog razređenja uzor-
ka zasejano je na po dve Petri ploče sa Baird Parker 
podlogom (Baird-Parker, 1962). Ploče su inkubira-
ne 24h ± 2h na 37°C. Ispitivanja su obavljena u tri 
ponavljanja.

Detekcija stafi lokoknih enterotoksina

Za detekciju stafi lokoknih enterotoksina kori-
šćen je ELISA kit Transia (BioControl Systems Inc). 
Uzorci su pripremljeni u skladu sa uputstvom proi-
zvođača. Princip Transia® ELISA kit zasniva se na 
sendvič tipu reakcije i omogućava detekciju 5 glav-
nih enterotoksina (A, B, C, D i E). Postupak kon-
centrovanja ekstrakta uzorka pomoću creva za di-
jalizu, omogućava dobijanje ekstrakta u kojem je 
koncentracija stafi lokoknih enterotoksina i do deset 
puta veća od koncentracije analita u samom uzor-
ku. Vrednosti apsorbanci očitane su na spektrofoto-
metru Multiscan Ascent, na talasnoj dužini 450 nm. 
Limit detekcije metode je od 0,25 ng/ml. Za konfi r-
maciju stafi lokoknog enterotoksina, korišćena je po-
zitivna kontrola reagensa iz kita i eksterni standard 
stafi lokoknog enterotoksina A (S9399, Sigma – Al-
drich). Ispitivanja su obavljena u duplikatu prema 
protokolu za kit Transia.
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Rezultati i diskusija

U tabeli 1 prikazani su rezultati ispitivanja pri-
sustva koagulaza pozitivnih stafi lokoka u proizvo-
dima od mleka. Na osnovu rezultata prikazanih u 
tabeli 1 može da se konstatuje da je od ukupnog bro-
ja ispitanih proizvoda od mleka (15), u četiri uzor-
ka (26,6%) utvrđeno prisustvo koagulaza pozitivnih 
stafi lokoka. Od pet ispitanih uzoraka sira domaće 
prozvodnje, u dva (13,33%) je utvrđeno prisustvo S. 
aureus, i to u količini od 2,07 ± 0,06 log10cfu/g/ml 
(uzorak 4) i 6,78 ± 0,129 log10cfu/g/ml (uzorak 1).

Tabela 1.  Ukupan broj koagulaza pozitivnih 
stafi lokoka u proizvodima od mleka 

(X ± Sd, log10cfu/g/ml)
Table 1.  Total count of S. aureus in milk products 

( X ± Sd, log10cfu/g/ml)

Broj 
uzorka /
Sample 
number

Vrsta uzorka /
Type of sample

S. aureus
( X ± Sd)
log10cfu/g/ml

1 Sir/cheese 6,78 ± 0,129

2 Sir/cheese ND

3 Sir/cheese ND

4 Sir/cheese 2,07 ± 0,06

5 Sir/cheese ND

6 Sladoled/ice cream ND

7 Sladoled/ice cream 5,64 ± 0,08

8 Sladoled/ice cream 2,39 ± 0,03

9 Sladoled/ice cream ND

10 Sladoled /ice cream ND

11 Jogurt/yoghurt ND

12 Jogurt/yoghurt ND

13 Jogurt/yoghurt ND

14 Jogurt/yoghurt ND

15 Jogurt/yoghurt ND

Legenda/Legend:
Sd – standardna devijacija/standard deviation;
ND – nije detektovan/not detected

Ispitivanja su pokazala da pet uzoraka slado-
leda imaju istu procentualnu zastupljenost koagu-
laza pozitivnih stafi lokoka u odnosu na broj ispi-
tivanih uzoraka kao i sir (13,33%), a utvrđene su 

sledeće vrednosti: 5,64 ± 0,08 log10cfu/g (uzorak 7) 
i 2,39 ± 0,03 log10cfu/g (uzorak 8). Ni u jednom, od 
pet ispitanih uzoraka jogurta nije utvrđeno prisustvo 
koagulaza pozitivnih stafi lokoka.

U tabeli 2 prikazani su rezultati ispitivanja pri-
sustva koagulaza pozitivnih stafi lokoka u uzorcima 
mesa. Na osnovu dobijenih rezultata za prisustvo 
koagulaza pozitivnih stafi lokoka u mesu, može da se 
kaže da je u deset uzoraka mesa, S. aureus utvrđen 
u količini 3,380 ± 0,14 log10cfu/g (uzorak br. 16); 
2,62 ± 0,09 log10cfu/g (uzorak br. 19) i 2,60 ± 0,11 
log10cfu/g (uzorak br. 24).

 

Uzorci u kojima su dokazane koagulaza pozi-
tivne stafi lokoke ispitani su na prisustvo stafi lokok-
nog enterotoksina korišćenjem ELISA metode za 
detekciju stafi lokoknih enterotoksina. U tabeli 3. 
prikazani su rezultati ispitivanja prisustva stafi lo-
koknih enterotoksina ELISA metodom u sledećim 
sumnjivim uzorcima: 1, 4, 7, 8, 16, 19 i 24. Prisu-
stvo stafi lokoknih enterotoksina, od ispitivanih se-
dam, potvrđeno je u samo jednom uzorku (uzorak 
br. 8 – sladoled), u količini 1,56 ng/g.

Tabela 2.  Broj koagulaza pozitivnih stafi lokoka u 
uzorcima sirovog mesa ( X ± Sd, log10cfu/g)

Table 2.  S. aureus in raw meat ( X ± Sd, log10cfu/g)

Broj uzorka /
Sample number

S. aureus
( X ± Sd)

log10cfu/g/ml

16 3,380 ± 0,14

17 ND

18 ND

19 2,62 ± 0,09

20 ND

21 ND

22 ND

23 ND

24 2,60 ± 0,11

25 ND

Legenda/Legend:
Sd – standardna devijacija/standard deviation;
ND – nije detektovan/not detected
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Od ukupno 25 ispitanih uzoraka, kod sedam 
(28%) je utvrđeno prisustvo koagulaza pozitivnih 
stafi lokoka, dok je samo kod jednog uzorka slado-
leda (4%) utvrđeno prisustvo enterotoksina i kao ta-
kav se smatra mikrobiološki neispravnim. Primenje-
ne metode i interpretacija rezultata su u skladu sa 
Regulativom Evropske komisije 2073/2005 i Pravil-
nikom o opštim i posebnim uslovima higijene hrane 
u bilo kojoj fazi prerade i prometa (Službeni glasnik 
RS, broj 72/10).

Nekoliko imunoenzimskih metoda (RIA, ELI-
SA, RPLA) koristi se za detekciju enterotoksina. 
Međutim, za rutinsku detekciju enterotoksina ELI-
SA predstavlja najčešće korišćen metod, prevashod-
no zbog senzitivnosti i specifi čnosti. U nekoliko stu-
dija opisano je korišćenje PCR za detekciju SE gena 
(Becker i dr., 1998; Mehrotra i dr., 2000; Martin i 
dr., 2006).

Ispitivanje proizvoda od mleka na prisustvo ko-
agulaza pozitivnih stafi lokoka i enterotoksina, pred-
met su mnogih studija (De Reu i dr., 2002; Demi-
rel i Karapinar, 2004; Normanno i dr., 2005; Joffe 
i Baranovics, 2006; Samaržija, 2007). Sirevi, kao i 
drugi proizvodi koji sadrže veliku količinu proteina, 
povoljan su medij za rast većine patogenih bakteri-
ja. Osim toga, ni jedna tehnologija proizvodnje sira 
ne može garantovati potpuno siguran proizvod (Fox 
i dr., 2000). Međutim, prisutnost i preživljavanje S. 
aureus povezano je sa nizom faktora, kao što su po-
četni broj bakterija, prisutnost drugih bakterijskih 

vrsta, fi ziološki status patogenih sojeva, koncentra-
cija mlečne kiseline (pH), biohemijske promene to-
kom zrenja, vrsta i sastav sira i drugo (Bachmann i 
Spahr, 1995).

Nakon ispitivanja 30 uzoraka belog sira doma-
će prozvodnje, Bostan i dr. (2006), su ustanovili pri-
sustvo S. aureus u opsegu od < 10 do 9,2 × 101 cfu/g, 
dok ELISA metodom nije utvrđeno prisustvo ente-
rotoksina. Sancak i dr. (2006) ispitali su 50 uzoraka 
sira, a broj S. aureus se kretao u rasponu od < 2 do 
4,7 log10 cfu/g, dok prisustvo enterotoksina u ovim 
uzorcima nije utvrđeno.

Normano i dr. (2005) su prijavili 23 (6,6%) po-
zitivna od 350 uzoraka sladoleda ispitanih na prisu-
stvo koagulaza pozitivnih stafi lokoka. Četiri ispi-
tana uzorka bila su kontaminirana enterotoksinima 
(SEA i SEB). Tasci i dr. (2011) pratili su broj koa-
gulaza pozitivnih stafi lokoka i prisustvo enterotok-
sina u 50 uzoraka sladoleda. Ukupan broj koagula-
za pozitivnih stafi lokoka bio je, u proseku, oko 3,00 
log10 cfu/g, dok prisustvo enterotoksina nije detekto-
vano ELISA metodom. Naknadna kontaminacija si-
rovog mleka i proizvoda od mleka moguća je, i to, 
naročito, prilikom procesa proizvodnje, gde čovek 
može biti kliconoša, ili zbog samih uslova sredine. 
Ovakav vid kontaminacije predstavlja značajan rizik 
po zdravlje potrošača, tako da je neophodno obrati-
ti pažnju na sve vidove bakteriološke kontaminacije 
mleka (Tasci i dr., 2011).

Atanassova i dr. (2001) su, na osnovu (PCR) is-
pitivanja, utvrdili da je od 135 uzoraka 69 (51,1%) 
bilo pozitvno na prisustvo S. aureus, i to: sirovo 
svinjsko meso, 62,2%, soljeno meso, 55,6% i dimlje-
na šunka 35,6%. Kada su u pitanju enterotoksini, ko-
rišćenjem prajmera za gene enterotoksina A i D, 24 
od 135 uzoraka bilo je pozitivno. Nipa i dr. (2009) is-
pitali su 155 uzoraka fermentisanih kobasica i utvrdi-
li da je na prisustvo S. aureus bilo pozitivno 39,35% 
uzoraka, ali prisustvo enterotoksina nije utvrđeno.

Zaključak

Od ukupnog broja ispitanih uzoraka, po pet 
uzoraka sira, sladoleda i jogurta, u dva uzorka sira i 
dva uzorka sladoleda, utvrđeno je prisustvo S. aure-
us. Od ispitanih deset uzoraka sirovog mesa utvrđe-
no je prisustvo koagulaza pozitivnih stafi lokoka u tri 
uzorka. Od svih ispitanih uzoraka u kojima je usta-
novljeno prisustvo S. aureus, prisustvo enterotoksi-
na, ELISA metodom, ustanovljeno je samo u jednom 
ispitivanom uzorku sladoleda. Dobijeni rezultati 
ukazuju na neophodnost redovne toksikološke anali-
ze prisustva stafi lokoknih enterotoksina u namirnica-
ma animalnog porekla, u cilju zaštite potrošača.

Tabela 3.  Prisustvo stafi lokoknih enterotoksina 
(ng/ml)

Table 3.  Staphylococcal enterotoxins presence 
(ng/ml)

Uzorak /
Sample

Koncentracija /
Concentration

(ng/ml)
1 Sir/cheese ND

4 Sir/cheese ND

7 Sladoled/ice cream ND

8 Sladoled/ice cream 1,56

16 Sirovo mleko/
Raw milk ND

19 Sirovo mleko/
Raw milk ND

24 Sirovo mleko/
Raw milk ND

Legenda/Legend: ND – nije detektovan/not detected
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Detection of staphylococcal enterotoxins in foodstuffs of 
animal origin by ELISA method

Lakićević Brankica, Janković Vesna, Spirić Danka, Matekalo-Sverak Vesna, Mitrović Radmila, 
Borović Branka, Baltić Tatjana

S u m m a r y: Many foods of animal origin represent an excellent substrate for growth of Staphylococcus aureus and produc-
tion of staphylococcal enterotoxins (SE)  . Contamination of food of animal origin (milk and meat) with enterotoxigenic strains of 
coagulase positive staphylococci during the production cycle can lead to production of SE and to the occurrence of foodborne in-
toxication, due to consumption of the contaminated fi nal product. The objective assessment of potential microbiological risk requires 
an adequate control of food of animal origin for the presence of S. aureus and staphylococcal enterotoxin. To determine the number 
of coagulase positive staphylococci, the EN ISO 6888-1 method was applied. For determination of the presence of staphylococcal 
enterotoxin the ELISA kit Transia was used. Out of 15 investigated milk products, coagulase-positive staphylococci were determined 
in two cheese samples and two ice cream samples. Staphylococci strains ranged from 2.07 ± 0.06 to 6.78 ± 0.13 log10 cfu/g/ml. Out 
of ten tested meat samples, three samples contained coagulase positive staphylococci, ranging from 2.60 ± 0.11 to 3.38 ± 0.14 log10 
cfu/g. The presence of staphylococcal enterotoxin was determinited in one ice cream sample only, in the quantity of 1.56 ng/ml. This 
sample contained 2.39 ± 0.03 log10 cfu/g/ml S. auerus.

Key words: dairy products, raw meat, Staphylococcus aureus, staphylococcal enterotoxins, ELISA.
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